













申訥先学部 工学部採択番号 No. 泌 2
令和2年度大阪大学未来基金「学部学生による自主研究奨励事業」研究成果報告書




































工学部採択番号 No. 26 
冥裟l:死，\ill恰！を回I~するための遠心分離涛用］の測定


















筋芽細胞を 10¾FBS を含む高濃度グルユース培地で培簑した後，細胞を固収し， CellTracker
OrangeTMで染色した凍結前の細胞懸濁液を一部 6-wellplateで培養し；培簑lilに接着後 0時間
後と 72時間後でlt1Cell Analy左 rIこて傾察した．残った細胞懸濁液は再度遠心分離したのちに凍
結溶液に保護剤を含むものと含まないものに分け， lmLバイアル中で緩慢法によって凍結した





Cel!Tracker OrangeTMとCellTracki::rGrccnTMで染色した細胞シートの 1層目は CellTracker











Ibidi dish上に得た細胞は凍結せずシート作成後 0時間後と 48時間後に InCell Analyzer 
とconfocallaser scanning microscopeで蛍光画像を撮影したまた， UpCell上から回収後に陳結
様式6
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された細胞ジートは，凍結後 48時閣で解沸し， CellShifterを用いて ibididishの上に移した．









Table.I Cell counting result of the cells frozen with FBS(lO¾DMSO) 
(n=l) 5miI1 8min 
alive cells l.47X 10s l.34 X 105 
dead cells 6.89 X 103 5.B5 X 103 
total cells 1.54 X 105 l.40X 105 
Table.2 Cell counting result of the cells frozen with FBS(lO¾DMEM) 
(n=l) 8min 13min 18min 23min 
alive cells 3.62 X 104 5.18 X 104 7.82 X 104 4.01 X 104 
dead cells 4.89 X 104 6.42 X 104 7.06 X 104 5.87 X 104 
total cells 8.50X 104 1.16 X 10s 1.48 X 105 9.86 X 104 
実験1I蛍光強度を利用した凍結による細胞ダメージの評価
計測されたサンプル(J),Image Jで解析された値を以下の Table3に示す．
Thble.3 Q皿 ntifiedf11mrescence intensif)' 
(n=lO) Oh 48 h (0 h after thawing) 
Control (non~frozen) 2.61 X 104 
PBS (10% DMSO) 1.61 X l 04 
FBS (10% DMEM) not detected 
実験皿級慢法による凍結後の細胞シートの評価
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Green Orange Groen Orange 
Control (non-frozen] Frozon with 10% DMSO 
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内側に位置している細胞の方が蛍光強度が落ちているような様子が見て取れるよって内倶I]
に位置する細胞の方が凍結による損傷を受けたことが予想されるまた， Confocalmicroscope 
によって撮影された画像によると保殴剤を含んで凍結した細胞も，凍結をしなかったもの
と比べて48時間培粒後の綱胞の挙動に大きな差は見られなかった．これよ り，細胞シートを
凍結しても保渡剤を含んでいれば，練胞は解凍後も生存し，その細胞内の働きは保たれてい
るということが示唆されるまた Fig.2より，凍結を経た細胞シートの直径が小さくなって
いたり，シート内に亀裂が入っていることがわかるが，これは観察から，凍結による影響よ
りも，細胞シートが接著する前I・こゼラチンスタンプを溶かしたことで細胞シートが培地中を
漂っていたことの影響が大きいと考える．
実験 Iと同様に，今同はそれぞれ1サンプルずつしか準備できなかった．そのため，今後
も同じ手順で実験を続けでサンプル数を多くし，再現性を確認する必要があると考える
VII. まとめ
実験1とIlにおいては新たな細胞の損傷の評価法を確立させることを試みた．蛍光強度を
比較することは確実性は保たないが，損傷の目安として用いることがriJ能ではないかと考え
られた．また，実験mにおいては実除に細胞シートを凍結し，解凍後の細胞0)挙動を観察し
た．凍結，解凍後の挙動から，凍結されなかった絢胞シートと変わらない働きを持っていた
と言えるただし，シートの形状が小さくなって変化している点については今後も改善を
試みていく必要があると考える．
